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® Fluoreszenzmikroskop 

@ Die Erfindung betrifft ein Fluoreszenzmikroskop. Dieses 
besteht aus einer Anregungslichtquelle, deren Strahlung 
auf eine Probe genchtet i$t. Dss Ruoreszenzspektrum der 
Probe \st ubsr ei'n Okular abbildbar. Als Anregungsfrcht- 
quelle dient ein Laser. 
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Beschrcibung 




[0001] Die HrfinduTig barifTt cin Fluorcszcnznnkroskop, lensiiiil bei cincr ^llcnlangc mil sehr engcr Rantihruilc. 

bcstcbcDd au3 dncr AarcgungslicbtqucUe, dcren Strahlung Uid das crfindungsgcmaBc Prinzip aucfa bci cincr Viclzahl 

auf cine Probe gcrichlcl. isU dcsscn Fluoicszcnzspcktruni 5 unlcrschiedlich /u bcobachlcndcr Probcn cinxusclxun, wird 

uber ein Okular abbildbar isL in einer erfiadungsgemUBen Weitercaiwicklung voigeschla- 

[00021 Fluores/cny.mjkroskopischc Untcrsuchungcn gc- gen, daS als Anregungslichtqucllc mchrcrc T^cr bci vcr- 

winnen zunchmend an Bedeutimg auf dem (JebjetderPluo- schiedenen Wellenlangen eingeseC7.t wenlen. In d&r Kegel 

rcszcnyrln-Situ-Hybridisicrung-Mikroskopic (FTSH-Mikro- sind dabci die vcnvcndctcn Wellenlangen cntsprecbcnd den 

skopie). Sic dienen /mt Lokalisierung von DNA- imd RNA- 10 zu beobachtenden Fluoreszeozspektren angepafit, wobei aus 

Scqucnzcn in biologischem Material, zumBeispiel in (Jino dor groBen Viclzahl dcr unlcrschicdlichcn Lascrtypcn und 

mosomen, Zellen oder Ciewche. Sie wird eingeselzl iin Ka- auch bei den bekannten Verfahren zur Verandening (Fre- 

ryotyping» in der pranatalen Diagnostik. Sie dienen zum quenzvettlopplung, Frequen,tvervicirachung) dcr Laser- 

Nachweis diagnostisch wichtiger Aneuploiden, zum Bei- slrablungen enlsprccbcndc Wellenlangen erzeugt und zur 

spiel Trisorme 21. 15 VerfUgung gestellt werden konnen. 

[0003] Im Stand der Technik ist bekannt, die Anregung [OOlOJ Soweit es nioglidi isl, dies hangt von den jewcili- 

der Fluoreszcnz vQTzugsweise rait dcr Strahlung von Queck- gen Laserfarbstoflfen beziehungsweise iascmden Materia- 

silberfacxrhdnjcklampen zu vexwenden. Hierbei werden Bin- lien ab, konnen mehrere Laseiiinien in ein und demselben 

fach- Oder MehrfachfiUcrsaue eingeselzl. Die Hltcr dienen Lasermediuni angeregt werden, was aber nur bei weoigeo 

dazu, eine oder mehreie Quecksilberlinien oder auch Konti- 20 Farbstoifen moglich ist. In der Kegel wird es gflnstig sein, 

nuunistrahlung au» dein Lampcn^pektnun zu sclcktiezcn. cine Anzabl von Lasem nebeneinander anzuordnenund eine 

Die StrabluDg dex AoiegUQgslicbtquelle wird auf die Probe eatspcechende ^trahlzusammenfuhningsoptik vorzusehen, 

geiichlet. Dies kann gegebenenfalls out catapccchcndcT Op- die die Strahlung der UQterscbiedlicliea Laser zusammen- 

tik unterstutzt werden. Die Molekiile der Probe werden koppelt zu einem Biindel von Strahlen diskreter WeUen]&i- 

durch die Suahlung in hdhero Anregimgszustandc (Tcnne) 25 gen. 

versetzu Dabci wind die Liole der Strablung auf deo Fluo- [OOllJ In einer vorteilbaften Ausgestaltung der Hrfindung 

reszenzfarbstoff abgestimmt ist vocges;ehen, daB in dem opLiscfaen Weg ein Lichtfeldauf- 

[0004] In Regd erfolgi ein Obeigang vom medrigscen wcitungssystcm 7ur mSglichst voUstaodigcn Auslcucbtung 

Schwingungsniveau des Singlett-Omndzustaodes S in die des Sehfekles voigesehen ist. Der optische W^ ist dabei iin 

verschiedcnen Schwingungszust&xde des ersten angeregten 30 Wesenllichen definien als Abstand zwischcn dem Ort der 

Sioglett-Zustandes 5*. Nach der Licfataor^ung fallen die Anregui^sUchtquelle und der Probe, wobd in diesem Weg 

MolekUle durch strahlungslose Deaktivierung in den nied- ilbliche optische Bauelemente wie Linsen, Spiegel und so 

rigsten Scbwingungszustand des angeregten Zustandes S' weiter angeordnet werden kOnnen. Durch den Blosatz von 

zurUck, von welchem sie dann durch lichtemission in die linsen und gegebenenfalls die Vbxwendung von Leuchtfeld- 

vcischicdencn ^chwingungszustandc des Gmndzustandos S 3S blenden ist es nidgUch, dne mdgiichst voUscfindige Aus- 

zurOckfallen, unter Emission dnes Photons. Es eigibt sich leuchnmg des Sdifetdes zu enrdcheo, woducch das Mikto- 

dabei, dafi das Kmissionsspeklxuni, also das Ruoreszenz- skopieren erleichterl wird. 

spdctrum dcr Ftobc, gcmaB dcr Stokesschen Rcgeln, zu [0012] IndcrRcgclistder AufbaudcsNCkroskopessoge^ 

langweUigeren Strahlung bin verschoben ist. v^Shlt, dalii der Strahlei^ang der Strahlung der Anregiuigs- 

{0€O5] Die Steilhdt der in dem Strahlenweg des TJchtes 4i) lichtquelle im Bereich der Ptobe parallel zu dem Strahlen- 

der Quecksiibertiochdrucklampe aufgesiellten Anregungs- gang des Fhioreszenzspektrums ist. Duicb elnen gedgnet 

filter ist nicht beliebig groB, gleichzeitig ist es notwendig, ausgebildeten Einkoppler; zum Beispiel dnen Farbtdler 

dafl in dem Su-ahlengang des Fluoceszcnzspcktnims (dies oder cincn entsprcchend durchlasagen Spiegel, werden 

beschreibt nachfolgend die Sorahlung der fluoreszierenden dicse beiden Strahlcngangc voncinander getrennl zusam- 

Probc) cbcnfalls zur Abtrennung des AnregungsJichtes ein 45 mengefiihrt Um zu vermeiden^ daB in diesem Bereich doch 

entsprechend steiler Iimissionstiltef voigescfacn wild. Dabci Antcile der Anregungslichtquelle auf das (^lar gerichtet 

ist zu beachten, da6 das Vcrhaltnis der Inlensitaten dor An- werden, wird vorgeschlagen, daB insbesondere in Strahl- 

regungsstrahlung und der emittierten Strahlung mehrere richtung des Fluoreszenzspektrums nach dem Farbteiier, 

Zehnerpotenzen Abstand bctiagt, weswegen der Einsalz von zwischen Pmbe und Okular, ein Hmissionshlter voigesehen 

Filtem ftir dne Beobachtung unumg^glicb ist. Nun ergibt 50 ist IHcrauf ist dcr Einsatz 6c^ Bmissionsfiltefs aber nicht 

es sich aber» dafi die langweUige Vei^chicbung der Ruores- beschr&ikt, es ist duicbaus auch rodgiich» auf den Einsatz d- 

zenz innerhalb van ca. 10 bis 30 mn dcr Wellcnlangc liegi, nes Farbteiles zu vecztcfaten, nSmlicfa dann, wenn die Rcobe 

was genau die Spanne der endlichen Stdlbdt der eingcsetz- von dner Etichtung bcr beleuchtct wild und das Ftucxres- 

ten Filter ist, weifwe^n ger^ im effizientesten Berdch der zenzspektrum mit einem IMnkel zu diescr Richtung bcob- 

Anregung der Fhioicszenz dne opHtnalc Mikroskopiening S5 achtet wild. Dabei ist insbesondere zu beachtcn, dafi die In- 

nicht m5glich ist. tensitat der Anxcguogslichtquelle mehrere GroBenoidnun-* 

[0006] Die vorliegende lirfindung hat es sich zur Aufgabe gen h^cr ist als die InlensitaL des Fluoreszenzspeklnims. 

gemacht, die vorbeschriebcncn Nachtdlc zu vemieideD. [0013] Zur Hntkopplung des Sn:ahlengangcs der Anne- 

[0007] Zur L6sung dieser Aufgabe geht die Erfindung aus gungsUchlquelle und des Fluoreszenzspektrums wird vorge- 

voa einem Fhi<^szenzmikroskop wic cingangs beischtieben 60 schlagen, daB ein Farbtdler vorgesehcn ist, Das von der 

und schliigLvor, daB als Anregungslichtquelle ein Laser vor- Probe enultterle Fluoreszenzspektrum durchdringl den 

gesehen ist Faibteiler in Richtung des Okulars. Dcr Farbleiler ist dabd 

[OOOS] Durch die erfindungsgemafie Ausbildung wird er- zum Beispiel als. dichroitiscber Farbtdler ausgebildet und 

rdcht, daB auf den Einsatz des Anicgungsfikcrs init endli- hat die Rigenschaft daB er die Anzegungssbrahlung auf die 

cber Stdlhrit vcr/ichtet wenJen kann. TTteraus reslutiert, daB 6S Pmbe leflcktricrt beziehungsweise umlenkl, wenn der Farb- 

in dem interessierenden Wclleniangenbcreich dn die bcob- tdler unter einem gewissen ^nkd zum Strahlengang ango- 

achibarc TntcnsiLal. schnialcmdcs l^lllerelemenL eingcsparl ordncl ist und die "Einissionsslrahlung, also das Fiuoreszcnz- 

wirxi, wcxlurch mehr Intensitat auf die P2X>be gelangcn kann spektrurn der Ptabe, tiansmiuiert. 
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[0014] Durth die Vcnvcndung von dichroistischcn FiJtcm 
isl cs prinzipiell inogiich, verhailnismMBig scharfLretinendK 
opiischc Rllcrclcincntc zu rcalisicnin, 
[0015] Bevorzugl wird die Strahlung dcs Lasers durch cin 
Objcktiv auf die Frobc fokussiert. Tnshcsontlcre wcnn cin 
LichtfeldaufweitUQgssyslem vorgcschen ist, kaoa durch 
dicsc Ausgestaltung einc mogUchst homogcne, groBflSchigc 
Ausleuchtung des Sebfeldes fiir das Huoroszcozspektrum 
crrcichtwcrden. 

(001^ ErfindungsgemaB wind als AnregungslichtqueUc 
dcr Elnsatz cincs Lasers voigcscbiagca. Wie bcreits aiisge- 
fiihit, konnen an dieser Scelle alle bekannten Lasertypen ein- 
gesetzt werden, wobci der Eiosatz von Festkdrpcrlasem, 
Gaslasem oder Laserdioden moglich ist, wobei aber auch la- 
serdiodengcpumptc Fcstkorpcrlaser verwendbar sind. Des 
weiterea ist es moglicb, Lasersysteme mit Frequenzverdop- 
pelung beziehungsweise Frequenzvervielfachung oder gc- 
inischtcr Frequenzvcrviclfachung, insbesondeie laserdio- 
dengepumpte He5tk6cpeiluser mit entsprochcadcr Ficquenz- 
vcTviclfachung^ einzusetzen. Aucb ist die >^nvetxtung von 
fceiea Elektionenlasem (Fiee-Eleklion-LasBr) vorstellban 
di& den >^)rteil bietcn, dafi doc Abstiimnbaiiceit der Wellea- 
lange des Lasen; hi einem weilen B&ieich md^ch isL 
[0017J Gerade bei der Anordnung von mehreieii Lasem 
oebeneinander ist es von MMrteil, daB die Intcnsitat d^ Laser 
veranderlich und einstellbar ist. Gerade wcnn bci einer er- 
sten WeUenlSnge fUr den Huoieszenzracbstoff der erslen 
Probe eioe Mikroskopierung durchzufuhren ist, isl es giin- 
stig, die Intensitat der I^serquelle der zweiten \^^eIll3nge 
entsprechend zu reduzieren, um nicht entspiechende uner- 
wunschte Anrcgungcn im FluorBSZcnzspcktniiQ zu eizeu- 
gen. Je nach zu untersuchendem Material kann aber die Mi- 
scbung der Wellenlangeji gunsdg sein, wodurch sich durch 
die Einstcilbarkcit der Intensitat der Antegungslkhtquelle 
tnannigfache Moglichkeilen fiir den Bediener des Mikro- 
skopes eigeben. 

[0O18J Neben der Veranderbarkeit der Intensitat der 
serstrahlung isl es aber auch gunstig, wcnn, soweit realisicr- 
bar^ auch die Weilenl^ge des Laserlichtes der Anregungs- 
iichk]UeUe verSndeilidi und einstellbar ist. Zum einen kon- 
nen bei ein und demseiben Festk^rperlaser (zum Beispiel 
Hclium*Neon-Laser) verschiedenc LaserlSbeigangc ange- 
regt wccdeii, die zum Beispiel durch cane Veranderung dcs 
Resonatonauraes induziert wild. Bei einem Free-Eiektron- 
Laser kann durch eine Anderung der Radien der Eiektronen 
eine Abstimmuog der eimttierten Scrablung erreicht weiden, 
Oder aber es wird der Abstrahiwinkel entsprechend verSo- 
dert, 

[0019] In der ZeichouDg ist die Ecfindung schematisch 
daigestelU. Es zeigen: 

[0020] Fig. 1 in eiiier Draufsicht eine Ausgestaltuoig des 
erfindnngsgemaBen Huoreszen/niikioskopes; 
[0021] £1g. 2 und 3 ebenfalls in Draufsicht veiscMedene 
Varianten der AnnegungslichtquBlle des erfindungsgemaBen 
HuQzcszcnzniikroskopcs und 

[0022] Fig. 4 ebenfalls in Diaufsicbt eine weltere V^ziante 
dcs ccfindungsgeniiiQen Fluoieszenzmikroskopei;. 
[0023J Der Aufbau des erfindungsgem^cn Fluoieszenz- 
inikroskopes isl insfaesondere in V\g, I gut erkennbar. Mit 
Hilfe des erfindUDgsgem^en FLuoreszenztnlkroskopes soli 
das Material der Ftobe 9 bestrahll werden und dann das 
Fluoreszenzspekcrum 9 fiber das Okular 8 boobachtet wer- 
den. Dies dienl zum Beispiel fiir diagnostiscbe Zwecke. Fiir 
das Beleuchten der Probe 9 ist cine Anregungslichtquelle 1 
vorgesehen. Diese ist aJs Laser tO ausgcbildcl. Die hierbei 
emittierfcc Strahlung 1' wird tiber die Linse 19 in ein Licht- 
feldaufweitungssystcm 5 eingckoppelt. Wic angcdcutcl, 
wird durch das Lichtfeldaufwcitungssystem 5 die Slrahi- 



brcitc dcs vStrahlcs I' zum Strahl 1" rnchr ah vcrdoppcll und 
damil aufgcwcitcL Diese Aufweitung dienl zu einer besse- 
rcn Ausleuchtung des ilchfcldcs. 

[0024] Das Lichtfcldaufweitungssyslem 5 bcsicht hicrbci 
5 aus, wic hicr dargcsicllu zwei TJnscn 50, 51 und cincr da- 
zwischen aageoixlneten Leuchtfeldblende 52. Fiir eine opd- 
malc Abbildung, insbcsondcrc zur Vfermcidung von entspre- 
chenden Vertusten, ist voigesehen, daB die opiischen Ele- 
menlc, nainlich die Linsc 19 sowic die Linscn 50» 51 dcs 

10 lichtfcldaufweitungssystemes, beweglich gelagert sind, um 
cine cptiraalc Einstellung zu crmogUchcn. 
[0025] Die Strahlung 1" trifft nach dem Lichtfeldaufwei- 
tungssystem auf eine reflektierende Flacbe. Diese ist zum 
Beispiel als Farbfceilcr6 ausgebildet und steht in eioesm Wn- 

15 kcl von zum Beispiel 45" zur Strahlrichlung 1". Der Farbtei- 
ler 6 ist dabei als dSchroistischcr Farbtdlcr ausgebildet und 
eriaubt eine Reflektion der Anregungsstrahlung 1" auf die 
Ptobe. Mit Hilfe des Farbteilers wird somit die von der An- 
regungslichtquelle 1 cmittierte Strahlung in das optische Sy- 

20 stem des eigentJichen ^ikmskopes, aufgebaul aus dem Ob- 
jcktiv 7 und dem Okular 8, dngekoppelL 
[0026] Die an dem Farbteiler 6 reflektierte Strahlung 1'" 
wird dano uber das Objektiv auf die Probe 9 fokussiert, wo- 
bei hierbei die Anregungsstrahlung 1'" den zu unten»ucfaen- 

25 den FarbstofF der Probe 9 entsprechend aniegt 

10027] I^e von der IVobe 9 abgegebene Strahlung des 
FluorefizenzspTektrunts 9' wird von dem Objekdv 7 au^e- 
npmmen und in Richtung auf das Okular 8 abgebildeL We 
ausgefOhrt, ist die Fluoreszenz zu langeren >Kfe!len hin ver- 

:iO schoben, wobei der l«arbteiler 6 so abgestimml isl, daO er die 
Hmissionsstrahkuig 9* (also das Fluareszenzspektrum) 
durchlaBt, also transmittieceo laSt uod nicht ablenkl, wie die 
Anregungsstrahlung l". Im Strahkmgsgang der Strahlung 9* 
(des Fluoreszenzspektrums) ist ein Emissionsfilter 60 vorge- 

^5 sehen, der die AnregungssUrahlung voUstandig blockt. We 
m Fig. 1 angedeutec, kann der Emissionsfilter 60 in dem 
Strahlenweg nach dem Farbteiler 6 angeordnet sein. In einer 
andcrcn crfindungsgemaBen Ausgestaimng ist es aber auch 
m^lich, auf die Anordnung des Farbteilers 6 zu vcrzichten, 

40 wodurch sich ergibt, daB zwischen der Probe 9 und dem 
Okular 8 gegebenenfalls noch das Objektiv 7 angeordnet ist 
und dann der Emissionsfiiter 60 st5rende Reflcktionsstrah- 
lungeu der Anieguqgssurahlung 1"' der Amegungslicht- 
qiielle L blockt. BrfindungsgemSS ist dabei in einer Yuiante 

AS vorgesehen, daB der AnregungsUchtstrahl 1'" nicht den glei- 
cbcn Weg I5uft wie das Fluoreszenzspektrum 9*, zum Bei- 
spiel wild in diesem Fall die Probe von der Seite oder von 
hinten angeleuchtet, dies hingt von dem jeweiligen Pkoben- 
aufbau ab. 

SO [0028J Die Nferwendung des Objektives 7 bietet nicht nur 
eine Fokussierang des vert^tnismaBig bieiten Amcgut^s- 
lichtstrahlcs t'" auf die Ptobe 9, sondem bietet umgekehrt 
natOrlicb auch eine Aufweicunig des Abbildcs dcs roflckder- 
ten IQuofeszenzspektrums 9' in einem Shnlich wdten Quer- 

SS schnitl, was der Ausleuchmng des Sebfeldes c&enL 

[00^] FUr die Bnkopplung der Anregungsstrahlung 1** 
ist, wie beschrieben, der Farbteiler 6 vorgesehen. Die Aus- 
gestaltung des Farbtcilcrs 6 iosbcsondere als dichroistischer 
Farbteiler eriaubt, aufgrund der Materialeigenschaft dcs 

GO Farbtcilcrs, unterscbiedliche Eigenschaften des Farbteilers 
bei der Wellcnlangc der Anregungsstrahlung und bei der 
Wellenl^nge des Ruoreszenzspektrums. Bei der Wellen- 
lange der Anregungsstnihlung wird die Strahlung 1" an der 
Oberflache des Farbteilers reflekdert, bei der WcHcniangB 

65 der Bmissionsslrahlung 9' der Probe lafit der Farbteiler die 
ScrahLuog unreflektien transmitticrcn. Der Faibleiler er- 
bringl. (Uiher nicht nur eine Auflcilung dcr vcrschiedcncn 
Farben, soodern erlaubi auch gleichzeitig eine Rcflekdon 
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dcr gewunschtcn crstcn Wcllcnliinge ha IVansmission dcr 
zweiten WcllcnJange. D&bei ist ssu beacbtcn, daB der Farbtei- 
Icr, cnlsprcchcnd dcr cingcsctzten Wcllcnliinge dcs T^cnt 
10 uDd dem zu beohachtendcn Fluorcszcnzspcktrums, opti- 
niicrbar ist. Gcgcbcncnfalls konncn gocignclc Farbtcilcr in 
dem Huojisszenzinikroskop ausgewecbsclt werdcn oder mit 
cntsprcchcndcn clcktrischcn oder pncuniatischcn usw, Tlil- 
feo ausgewechselt werdeo. 

[0030] GcgcbcncnfalLs Icann auch ein zum Bcispid clek- 
trisch aktivierbarer Farbtciler vorgesebea werdea. 
[0031] Das Lichtfcldaufweitungssystcm 5 bestcht jc nach 
Anforderung aus einer oder niehreren Linscn mit oder ohnc 
der Leuchtfeldblende 52. Fiir eioe optimale Hinkoppluog 
der Strahlung 1' in das Mikroskop konnen diejeweiligen op- 
liscbeo Achscn dcr opdschen Elemente zueinander bewegt 
werden sowie der Abstand variiert werden. Ciiinstigerweise 
sind hierbei die T jchteletnenie des Lichtfcldaufwcitungssy- 
steines, also die Linseo 50» 51, sowic die Leuchtfeldblende 
52 auf Schlitten gelagert ond zum Beispiel biindiiich oder 
automatlsch einstellbar bzw. posidonierbar. 
[0032] In Fig. 4 ist eine abniiche Anoidnung wie in Fig« 1 
gezeigt. Unterscbiedlich gegenuber Fig. 1 ist, dafi der Laser 
10 der AmeguDgslicbtquelle 1 nicbt unmittelbar mit dem 
LichtfeldaufweitungssysteiD 5 verbunden ist, sondcco dafi 
eine Pasetoplik 4 zwischengescbaltet ist. Diese 1 <'aseroptik 4 
besleht. aus cmer Bingangslinse 40, einem (hinlanglich be- 
kannten) Lichtleiter 41 und einer Ausgangslinse 42^ die in 
dem bier gezeigteo Ausfiihrungsbeispiel auch 'leil des 
Lichtfeldaufweitungssystemes 5 sein kaniL Die Verwen- 
dung einer Faseroptik fdr die Hinkoppluog der Aoiegungs- 
strahlung V in das Huoreszcnzmikroskop bietet verschie^ 
dene \^it€ile. £s wild eine homogene Ausleucittung des 
Strahlquerschnittes 1** eireicbt, wobei gl^chzeidg Speckel 
und/oder Indifferenzen vcrmieden weiden. 
[0033J Hrlmdungsgeni^ wird dabei voigeschlagen, daB 
fOr die Fiihning der Laserslrahlung von der Anregungslichl- 
quelle zunnindest auf einem Teil des optischen Weges eine 
Fasetoptik 4 vorgeseben isL Das bedeutet, dafi sehr wohi 
auch eine nonnaic Obertragung dcr Strahlung im Mcdiiinnt 
Luft erfindungsgemafi gewoUt ist, die Anoidnung aber er- 
laubt, daB zum Bdspiel cine platzsparundc Anoidnung ica- 
lisierbar ist, insbesondere da der Lichtleiter 41 auch gebo- 
gen wcrdeo kann (in besliinnilcn Radicn), ohnc dabei mcrk- 
lich Intcnsitat zu vcrlicicn. Ilicraus icsuiticrt auch dnc kom- 
pakte Kealisierung des erfindungsgemkBen Fluoreszenzmi- 
kro$kope(». 

[0034] In F^. 2, 3 sind noch verscbiedeDe Konzepte fOr 
die Anordnung heziehungsweise Ausbildung der Anre- 
gungslichtqueile 1 gezeigt Der Varteil der Verwendung ei- 
nes Lasers 10 bcsteht darin, da6 eine sehr monochtxnnad- 
sctie Lichtquelle zur Verfugung steht Solien aber Ftoben 
mit verscbiedenen Fluoreszenzspektren beohachlet weiden, 
miiBten verschiedene WeiienlMngen zur Verfugung stefaen. 
Das bedeutet, daB unteiscfaiedliche Laser 10, U, 12, 13, 14 
(mit jewdls untetschiedlkhen ^UenlSngen) voigesehen 
sind, die in geschickter Weise optisch zusammenzukoppeln 
sind, damit der rtisultierende Anregungslichtstrahl 1', wie 
zum Beispiel in Fig. 1 oder in F%, 4 gezeigt» in das Fluorcs- 
zenztmkioskop eingckoppelt werden kann. 
[0035] In Fi^ 2 sind die vcrschicdcncn Laser 10, 11, 12, 
13, 14 im "^^fesenllichen patallel nebeneinander orientiert, 
deiart. dafi die StrahlachsBn parallel zueinander orientiert 
sind. Die aus den I^em 10 bis 14 ausuecenden Anrcgungs- 
strahle 10*, 11', 12', 13*, 14" sind dabei zum Beispiel von ver- 
schietlenen Wellenliingen. Die yerscbiedenen Strahle 10" bU 
14' werden iiber mclncrc Farbteiler 30, 31, 32, 33 umge- 
lenkL, w(}bei die Strahlteilc 30 bis 33 wiederum diduoisdsch 
ausgebildcl sein kctemen, das bedeulet, sie reflckticren die 



aus dem Strahlcr cmiuienc WellcnlSngc und transtnitticrcn 
die andere, von hinlen auflaufende Strahlung. Je nach 'Watl 
dcr vcrschicdcncn Farfoiciicr 30 bis 33 ergibt sich die Rci- 
hcnfoigc der Anordnung der Laser bczichungswcisc die An- 
5 onlnung dcr T^scr mil den vcrschicdcncn Wellenliingen. Die 
Verwendung eines aufwcndigen Faibteilers istbei dem letz- 
tcn Laser 14 nichi nolwcndig, da cs hicr nur um cine ordcnt- 
Uche Umlenkung des Laserstrahles 14' gcht, wofilr zum Bei- 
spiel em Umleokspiugcl 24 dicnt Fiir cine ordcntlichc, 

10 hochgenaue Abstimmung des optischen Systenies sind im 
optischen Wcg cnlwodcr dcr AnrcgungsUchtquclljc 1 und/ 
oder des gesamten Fluoreszenziuikroskopes ein oder meb- 
rere lustierspieget oder Justierlinse/n voigcschcn. 
[0036] Die Gcsamtbcit der bei Fig- 2 heziehungsweise 

15 Fig. 3 angeordneten Strahlteiler 30 bis 33 be^.iehungsweise 
TJmlenkspiegel 21 bis 24 wird dabei in einer Strahlzusam- 
menfuhrungsopdk 2 realisiert Diese ist entsprechend den 
eingesetzten Wellenlangen optimiert ausgebildet und gibt 
ail! Ende eine Strahlung 1* ab, die aus einer Mehrzahl mcg- 

20 lichst monochioraadscher Linien besteht. Fiir einen automa- 
tischen Betrieb des Fluorcszenzinikroskopes ist auch vorge- 
seben, daB die Ihtcnsitat dcr Laser 10 bis 14 bei Bedarf ver- 
andert weiden kann, wobei zum Beispiel cine clektrische 
oder elektroaische Xegelimg voigesehen ist, oder aber Grau- 

2S keile in den Strahlgang 10', IIM 2M 3* oder 14' gestellt wer- 
den kdnnen, um eine entspiechende Schwachung der Inten- 
sitatder jeweiligen Lasersliahlung zu eneichen. Eine solche 
Steuerung der Intensi^ der verscbledenen Laseistrahloi 
kann dabei mit Hilfc \an elektrischen StellgUedem erfolgen 

30 oder hiindiscb. 

L0037] In einem AusfUhningsbeispiel nach Fig. 3 ist eine 
Anregungslichtquelle 1 gezeigt, bei wekher neben den yer- 
scbiedenen Faibteileni 30 bis 33, die letztcndlich ein Zur 
sammenfuhrcn dcr vcrscMedcncn Linicai crlaubt, noch meh- 

^ reie Urnlenkspiegel 21, 22, 23 und 24 vorgeseben sind, die 
auch gleichzeitig eine Justiermogbchkeit erlaubcn. Wie- 
derum sind die Laser 10 bis 14 im Wesentlicheo parallel an- 
geordnet, wobei durch die Urnlenkspiegel 21 bis 24 zum 
BcisfMcl eine rechtwinklige Umlenkimg der jeweiligen La- 

40 serstrahlen 10', 11', 12', 13' und 14* erfolgt. Die jeweiligen 
Lascistrahlen werden dann uber die Farbteiier 30 bis 33 zu 
einem einheitlichen Anregungsstrahl 1' zusammengekoppelt 
und dann zum Bdspiel entweder in die Faseroptik 4 cinge* 
koppeit oder diiekt auf das lichtfddaufwcitungssystcm 5 

45 gegeben. Zur Umlenkung des die Anregungslichtquelle 1 
veriassenden Strahls 1' ist endseitig zum Beispiel ein Um- 
lenkspiegel 29 vorgeseben. 

[0038] Je nach r^umlicfaer Aoozxliiung karm audi eine 
Mischform voigesehen werden, zum Beispiel, daB drci La- 
50 ser tiber Urnlenkspiegel auf den Farbteiler geiichtet sind und 
die ander&n drei Laser direkt auf den Farbtdler gericfatet 
sind. nine entspiechende Anordnung eigibt sicb aus deo 
raumiichen Gegel>enbeiten. 

[0039] Die jetzt mit der Anmeldung imd spater einge- 
55 reichten AnsprQche sind Versuche zur Fornmlierung ohne 
Ftajudiz fUr die Eczieliing weiteigchcoden Schutzes. 
[0040] Die in den abh^gigen Anspriichen angefUhiten 
Ruckbeziehungen weisen auf die weitece Ausbildung des 
OegcDstaodcs dcs Haupianspruches durch dieMeikmale des 
€0 jeweiligen Unteranspmches hin. Jedocfa sind diese nicht als 
dn Vcndcbl auf die Er^elung eincH selbstiindigen, gegen- 
standlichen Schutzes fur die Merkmale der riickbezogenen 
UnteranspiUche zu vezstefaen. 

[0041] Meckmale^ die bislang nur in der Beschrcibung of- 
6S fenbarl wurden, konnen ini Txiufe des ^rfahrens als von er- 
findungswesentlicher BedeuniQg, zum Bdspiel zur Abgren- 
zimg voin Stand dcr Ibchnik, bcanspmcht wenkn. 
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Patcntimspruchc 

1. Fluotcszenzjnikroskop, bcslchcnd mis cincr Ante- 
gungslichtquelle, dcrcn Strahlung auf cioc Probe gc- 
richta, (lessen Fluoreszen/spektrum lihcr ein Okular 5 
abbildbar ist, dadiirch gckcnmckhact, dafi als Amc- 
gungslichtqudlc (1) cin T^cr (10) vorgcschcn ist. 

2. Fluoreszeoxmikroskop nach Ansprucb 1, dadurch 
gckcnn/^chnet, daB als AnrcgungslichtqucUe (1) rach- 
rerc Laser (11 bis 14) bei verschiedenen Wellenlangen H) 
vorgcsehcn sind. 

3. Fluoreszenziuikroskop nach einem oder beiden der 
vorhergehenden Anspriiche, dadurch gckeonzeichnct, 
daB eine Strahlzusanuuenfiihrungsoptik (2) fur die 
StrahluDg mehrerer Laser (11 bis 14) vorgesehen ist, 15 

4. Fluoneszenzmikroskop nach cinem oder mehreren 
der vorhergehenden Anspniche, dadurch gekennzeich- 
net, dafi in clem optischen Wcg zwischen Laser (10) 
und Probe (9) ein zumindest tdlreflektierender Farbtei- 

^ ler (6) vorgesehen ist. 20 

5. Fluoieszenzmikroftlcop nach einem oder tnehreren 
der vorhergebeaden Anspriiche, dadurch gekeonzeich- 
net, daB in dem c^scben W&g ein LichtfeJdaufwei* 
tungssystem (5) zur mdglichsc voUstSndigen Ausleuch- 
tung des Sehfeldes vaigpsehcn ist. 25 

6. Flucneszenzmikioslcop nach einem oder mehreren 
der vorhergehenden Ansprfichc, dadurch gckennzach- 
net, daB als licfatfddaufwdtimgssyscem (5) eine Linse 
(50, 51) und/oder mindestens eine Leuchtfeldbleiide 
(52) voiges&hen sind. 30 

. 7. Fluoreszenzmikroskop nach einem oder mehreren 
der vorhergehenden Anspruchc, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Str^hlung des I^ers (10) dutch ein Objek- 
tiv (7) auf ctic Probe (9) folojssiert wird 
8. Muoreszenxmikjuskop nach einem oder mehreren 35 
der vorhergchcadcn Anspriiche, dadurch gekennzeich- 
net, daB das von der Probe (9) emittierte Fluoieivzenz- 
spektrum (ST) den Farbteilcr (6) in lUchtUDg des Oku- 
lars (8) durclidriDgt. 

9.. Fluoreszenzmikroskop nach einem oder mehreren 40 
der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeicfa- 
net, daB zwischen Probe (9) und Okular (8) Bmissions- 
Qlter (60). insbesondere in Strahlrichtung des Flnores- 
zenzspektrams (90 nach dem Faihteilcr (6) vorgesehen 
ist. 45 
.10^ Fluoroszenzmikroskop nach einem oder mehreren 
der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeich- 
nct, da6 die Strahlzusammcnftifaiungsoptik (2) dutch 
mehrere Strafaltiraler und/oder Farbteiler (30 bis 33) 
undAxier Umlenkspiegel (21 bis 24) gefaildet ist 50 

11. Fiuoceszenzmikioskop nach einem Oder mehrecen 
der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeicfa- 
net, daB als Laser (10) ein laserdiodeogepumpter Pest- 
kOrperlaser, ein laseidiodeogepumpter Festk&rpedaser 
mil Frequetizvetcbpplung beziebungswelse Rrequenzr SS 
vervielf achung oder rmt gemischter Fcequenzvervielfa- 
chung, LaseriM^oden, em Gaslaser oder Free-^ktron- 
Laser voigeseKeo ist 

12. Fhaoicszcnzmi kroskop nach einem oder mehreren 

' der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeicfa- tiO 
net, daB fur die Fiihrung des Laseislrahls (1*) von der 
AnjegungsUchtquelle (1) zur Probe (9), zumindest auf 
einem Tcil des optischen Weges, eine Faseruptik (4) 
vorge??ehen isl. 

13. FluoreszenzTiukTOskop nach dnem <xlcr mehreren 65 
der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekcnnzcicb- 
ncl. ciaB die TnlensitaL der 1 ^scr (10) bezichungsweise 
des Lascrstrahls {V) veranderlich und cinslellbar ist. 



14. FluoTcsMsn/mikroskop nach einent oder mehremn 
der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeich- 
nel, daB die Slrahlung des Fluonjszcnwipeklrunis (9") 
von dem Objektiv (7) abgebildct und gcgcbcncaf^ 
aufgewcitct wird. 

15. Ruoreszenzmikroskop nach einem oder mehreren 
der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gckcnnzcich- 
net, daB io dem optischen Weg Justiersptegel vorgese- 
hen sind. 

16. Ruoreszenzmikroskop nach einem oder mehreren 
der vorhergehenden Anspruchc, dadurch gckcnnzcich- 
net, daB die Wellenl^ge des Laserlichtes der Ante- 
guagslichxquelle (1) vei:inderlich und einstellbar ist. 



Hicrzu 4 Selte(n) Zeichnungen 
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